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Miles Inc. is submitting a study under the TSCA Section 8(e) Compliance Audit 
Program (CAP Agreement 8E -CAP -0065). 

The tested chemicals in the attached documents are Desmodur 44M and Desmodur 
44 V 20 and can be represented by the CA5 Registry Numbers 101 -68-8 and 
9016-87-9. 

The titles of the accompanying documents are Salmonella/Mikrosomen-·Test Zur 
Untersuchung Auf Punktmutagene W1rkung by B. Herbold, dated August 1, 1980 and 
Salmonella/Hi krosomen -Test Zur Untersuchung Auf Punktmutagene Wi rkung by B. 
Herbo)d, dated July 17, 1980. 

The results in this study that may be cons1dered reportable according to t~e 
TSCA 8(e) Reporting Guide include positive findings in in -v1tro mutagenicitt 
tests supporting a positive finding of carcinogenicity in a chronic study. 

These compounds have not been the subject of a previous TSCA Sect ion 8{e) 
subrniss i ou or premanufacture not ifi tilt ion. 

The information submitted in this report is not considered Confidential 
Business Information. 

If you have any questions on this submission, please contact me. 
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Sincerely, 

J)~wZ-L 
Donald W. Lamt, Ph.D 
Vice President 
Product Safety and Regulatory Affairs 
412 -777 -7431 
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ZUSAMMENFASSUNG 

1. Desmodur 44 M wurde im Salmonella/Mikrosomeq-T~st in Dosen 

bis 2500~g pro Platte an eine~ 3~lmonella typhimuriurn LT2-

Mutante erg~nzend mit Aceton als L5sungsmittel auf mutagene 

Wirkurg geprUft. Hierbei handelte es si~h urn den histidin

auJ:otrophen Stamm TA 100. 

2. Dosen bis zu. 2500 ~g pro Platt~ ftihrten nicht zu bakterien-, 
toxischen Effekten. Die Gesarotkeimzahlen blieben unvertindert. 

Eine Wachstumshemmung konnte nicht f.estgestellt werden. Mit 

der Dosis 2500 ~g pro ?latte kam es zu Substanzpr!zipita-

tionen. 
, <., 

3. Es fa1d.en sich ~ '§~lmonella typhimurium TA 100 Hinweise 

auf eine mutagene Wirkung von Desmodur 44 M. Hierbei lieB 

sich eine biologisch relevante Erh ' ')jung der Mutantenzahlen 

nuf etwas mehr als das Doppelte de~ ~egativ-Kontrolle fest

stello~j Die niedrigste effektive Dosis lag fUr Salmonella 

typh~urium TA 100 bei 20 ~g pro Platte. Desmodur 44 M muB 

daher als schwach aber eindeutig mut~gen im Salmon~lla/ 

~~rosomen-Test bezeichnet werden. 

-), Die Positiv-Kontrollen Endoxan«< und 2-Aminoanthrazen 

wirkten deutlich mutagen, wie aus dem biologisch relevanten 

Anstieg der Mutantenkolonien gegenUber der jeweiligen 

Negativ-Kontrolle ersichtlich 1st. 
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1. METHODEN 

Die Methodik entApricht bis auf die nier zus!t?.lich ange

~ebenen Punkte der im Bericht 9130 vom 9.5.1980. 

1. Die Untersuchungen erfolqten nur mit S-9 Mix. 

2. Die S-9 Fraktion stammte aus der Aufarbeitung vom 29.4.1980. 

3. Als LBsungsmittel diente fUr DP.smodur 44 M Aceton fUr 

2-Aminoanthrazen DMSO sowie fUr Endoxan entmineralisiertes 

Wasser. 

Die Untersuchung erfolgte im Mai 1980 am Institut fUr 

Toxikologie. Alle Rohdaten befinden sich im Archiv dieses 

Instituts. 

Studie Nr.: DESMODUR 44 H/007 
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2. ERGEBNISSE 

Die Mittelwerte der Platten pro Dosia sind aus der Tabelle 1 

zu entnehmen. 

Wie sich hieraus ersehen l!Bt, ergab sich kein' Hinweis auf 

eine bakterientoxische Wirkung von Desmodur 44 M in Dosen bis 

2500 ~g pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten fUr diese 

Konzentrationen irnrner die gl~ichen Werte wie die Negativ-Kon

trolle oder differierten nur unwesentlich und biologisch 

irrelevant. Eine Wachstumshernrnu~~ konnte ebenfalls nicht 

festgestellt werden. Mtt 2500 ~g pro Platte kam es jedoch 

zu Substanzpr~zipitationen. 

Mit Salmonella typhimuri~m- TA 100 lieS sich eine dosisab

hangige Erh~hung der Mutantenzahlen auf etwas mehr als das 

Doppelte der N~gati~ontrolle feststellen. 

Die niedrigste effektive Dosis lag hierbei fUr Salmonella 

typhimuriurn TA 100 bei 20 ~g pro Platte (Tabelle 1). 

( j 
Die Posi~v-Kontrollen Endoxan~ und 2-Arninoanthrazen erh~hten 

die Zahl der Mutanten weit Uber die N~gativ-Kontrollen und ,, 
ze~?ten somit die SensitivitHt des Systems und die AktivitHt 

v 
q~s S-9 Mix, da sie zur mutagenen Wirkung weitgehend der 

metabolischen Aktivierung bedUrfen. 
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3. BEURTEILUNG 

DESMODUR 44 M fUhrle im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver

wendung von Dosen bis 2500 ~g pro Platte nicht zu bakterien

toxischen Effekten. Mit 2500 ~g pro Platte kam es jedoch zu 

Substanzpr!zipitationen. 

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich 

der fUr die Beurteilung wichtig'en Parameter (Dosiseffekt, Ver

doppelung) an Salmonella typhimurium TA 100 klare biologisch 

relevante Unterschiede zu der Negativ-Kontrolle, die als 

mutagene Effekte von Desmodur 44 M zu deuten sind. Somit wurde 

der Befund des Berichts 9130 auch mit Aceton als L~sungsmittel 

best!tigt. 

Das Ausbleiben einer mutagenen Wirkung in Dosen tiber 100 ~g 

pro Platte 1st wohl auf eine Substrathemmung der Enzyme des 

S-9 Mix durch die Substanz zurUckzufUhren. 

Die Positiv-Kontrollen erhBhten trotz der eingesetzten 

niedrigen Dosen die Mutantenzahlen klar tiber die Negativ

Kontrolle und zeigten dadurch die ~ohe Sensitivitlt des 

Systems. 

Aufgrund dieser Sensitivitlt konnten im Salmonella/Mikros0men

Test klare Hinweise auf schwache mutagene Effekte von Desmodur 

44 M in bewertbaren Dosen bis 2500 ~g pro Platte an Salmonella 

typhimurium TA 100 gefunden werden. 

I 

I -
Prof.Dr.D.Lorke 

Institutsleiter 

4£:_ 
I 

Dr. B. Herb,ld 

Versuchaleiter 



6' Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmoaur· 44 M 

D o s 1 s 
in 

J.lg pro Platte 

2500 

500 

100 

20 

4 

Negativ-Kontrolle 
0 

Positiv-Kontrolle 
Endoxan 435 

Positiv-Kontrolle 
2-Aminoanthrazen 10 

7 
7 

I 
I 

I 

I 

I 

I 

I 

~ an Salmonella typhimurium TA 100 

~~fanten I Platte I Gesarutkeimzahl 

~M/P) pro ml 
(~ 

+5-9 Mix 1- S-9 Mix X 108 

10915 I 27610 
& 

143,0 
I ~ 242~5 

I )-
- ~ 

c.. 

i .) 

230, 1 25918 

I I 

22315 
I 

306 ~6 

126,0 I 242,6 

106,0 86,8 I 31617 

265,3 I 13510 I 309,5 

' I 283,5 2443,3 11615 

I 
* wuta·g-aner Effekt 

Tabelle 1 

I MLP Behandlung 
M/P Negativ-Kontrolle 

+ S-9 Mix I - S-9 Mix 

1103 

1,35 

I 2,45* 

I 2,1i* 

I 1119 

J I 1,00 1 100 

I ,. 2,50* I 1, 57 

I 23105* . ' 1 135 

l 

I 

I 
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I 

' -l 
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BAYER AG 

INSTITUT FUR TOXIKOLOGIE 

Bericht Nr. 9130 

5600 Wuppertal 1 9. 5 .19~ 

Exemplar Nr. : J 

®0 
DESMODUR 44M 

(MDI) 

SALMONELLA/MIKROSOMEN-TEST ZUR UJ!!ERSUCHUNG AUF PUNKTr1UTAGENE 

WIRKtvNG 

von 

Dr . B . HerDoi:.d · • 

Die VervielfMltigung dieses Berichtes - auch auszugsweise -

ist untersagt. Falls erforderlich, k~nnen weitere Exernplare 

vorn Autor angefordert werden. 
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BAYER AG 

INSTITUT FUR TOXIKOLOGIE 

Bericht Nr.: 9303 

5600 Wuppertal 1, 17.7.1980 

Exemplar Nr . : 3 

Erg~nzung zum Bericht 9~30 vom 9.5.1980 

SALMONELLA/MIKROSOMEN-TEST ZUR UNTERSUCHUNG AUF PUNKTMUTAGENE 

WIR'KUNG 

von 

Dr. B. Herbold 

Die Vervielf!ltigung dieses Berichtes - auch auszugsweise -

ist untersagt. Falls e~forde~lich, k6nnen weitere Exemplare 

vom Au.tor angefordert werden. 
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ZUSA~£NFASSUNG 

1. Desmodur 44M wurde im Salrnonella/Mikrosornen-Test in Dosen 

bis 2500 ~g pro Platte an vier Salmonella typhimurium LT2-

Mutanten auf mutagene Wirkung geprlift. Hierbei handelt es sich 

urn die histidin-auxotrophen Stamrne TA 1535, TA 100, TA 15~7 

und TA 98. 

2. Dosen bis zu 20 ~g pro Platte flihrten nicht zu b&kterien

toxischen Effekten. Die Gesarntkeimzahlen bli~b~n unver~ndert. 
Eine Wachstumshernrnung konnte nicht festges~llt werden. Irn 

darliber h nausgehenden Dosisbereich wir~tf die Substanz sowohl 

ohne als auch mit S-9 Mix starnrns~ezifisch bakterientoxisch, 

so daB diese~ nur bedingt zur Bewertung herangezogen werden 

konnte. Mit der Dosis 2500 ~g pro Platte karnes zu Substanz

pr~zipitationen. 

3. Es fanden sich an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 

Hinweise auf eine mutagene Wirkung von Desmodur 44M. Hierbei 

lie~ sich an Salmonella· typhimuri~ TA 100 und TA 98 eine 

biologisch relevante Erh~hung der Mutantenzahlen auf mehr als 

das Voppelte der~weiligen Negativ-Kontrolle feststellen. 

Die niedrigste effektive reproduzierbare Dosis betrug hierbei 

fUr Salmunella typhimuriurn TA 100 20 ~g pro Platte und fUr 

TA 98 100 ~g pro Platte. Desmodur 44M mu8 daher als eindeutig 

mutagen Jm Salmonella/Mikrosomen-Test bezeichnet werden. 

4. Die Positiv-Kontrollen Endoxan~ und Trypaflavin wirkten 

~~Binfalls deutlich mutagen, wie aus dem biologisch relevanten 

Anstieg der Mutantenkolonien gegenilber der jeweiligen Negativ

Kontrolle ersichtlich ist. 
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1. EINLEITUNG 

Die Mutagenitatsuntersuchungen an Desrnodur 44M erfolgten mit d~m 

Salrnonella/Mikrosornen-Test nach Ames et al. ( 1973a, 1975) , der: 

b~sser unter dern Trivialnarnen Ames-Test bekannt ist. 

Bei Desrnodur 44M handelt es sich urn ein Produkt der Sparte PU, 

das auch u.nter der Bezeichnung MDI bekannt ist. 

Der Salrnonella/Mikrosdrnen-Test stellt eine Methode zu Screening

Untersuchungen auf die punktrnutagene Wirkung chernischer Agenzien 

in vitro dar. Der Nachweis solcher Effekte erfolt an auxotrophen 

Mutanten von Salmonella typhirnuriurn. Hierzu wird die RUckrnutations

rate zur Protot:t.·ophie in Negativ-Kontrollen und Behandlungsgruppen 

untersucht. Aus einer ausreichenden Erh8hung dieser Rate in den 

Behandlungsgruppen laBt sich dann auf eine rnutagene Wirkung schlie8en. 

Der Saugerstoffwechsel, der in der chernischen Mutagenese von groBer 

Bedeutung ·ist, wird hierbei durch die 9000 g-Fraktion von hornogeni

sierten S~ugeclebern sirnuliert. Zusarnmqn mit Cofaktoren bildet diese 

den sog. S-9 Mix, der das eigentliche Stoffwechselrnodell in diesem 

Versuch darst~llt. 

Die Methode selbst rnuB als sehr sensibel betrachtet warden 

(Herbold et al. 1976, 1978) und ist fUr schnelle Screeaing

Untersuchungen durchaus geeignet. Nach den vorliegenden Pub

likationen besteht eine hohe Korrelation zwischen mutagenen 

bzw. nichtmutagenen Befunden irn Salmonella/Mikrosomen-Test und 

carcinogener re~pektive nichtcarcinogener Wirkung der unter

suchten Substanz (McCann et al. 1975a, 1976; Purchase et al. 

1976, 1978). Der Test stellt also auch ein gutes System zurn 

Screening auf carcinogene Wirkung dar, wobei man seine Er~b-

nisse jedoch nicht Uberbewerten sollte, da diese hohe Korrelations

rate nicht fUr alle Substanzgruppen gel ten dUrfte (Ames, r·ers. 

Mitteilung). 

Studie Nr.: DESMODUR 44M/007 
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2. METHODF.N ---·--
2.1 Substanzen 

. ·-

a) Testsubstanz: Desrnodur 44M, Pt. 101079, ein chemisch reine·· 
Kerper mit der Surnmenforrnel c15H10 o2N2 und der r ·ruktur 

NCO-@- CH2@- NCO 
v. 
\ 

b) Positiv-Kontrollen: 
< 

1. Endoxan (Asta), Pt. 8343, ein verbrei~et'es Zytostatikun1, 

dessen Wirkstoff Cyclophospharnid e~ alkyliere~des Agens ,. ' 

und bekanntes Prornutagen darstell~. 

2. Trypaflavin (Roth), ~t. 0282995, der Wirkstoff des Pan

flavins und Rivanols, ein ~rameshiftprornutagen. 

2.2 Indikatororganisrnen 

Als Indikatoren zum Punktmutagenit!tsnachw~is dienten 

Histidinrnangelmutante~yon Salmonella typhirnurium LT2. 

Diese wurden spezie~l fUr den Salmonella/Mikrosornen-Test 
selektiert. Da si~ Punktmutationen in zwei Grundklassen 

gliedern lassen ~ Basenpaarsubstitutionen und Frameshift

rnutationen - kamen mehrere St!mme zur Verwendung, durch 

die beide Typen erfa8bar sind. Dies waren die von Ames 

et al. (1973b) selektierten Stlrnme Salmonella typhi~urium 

TA 153~und TA 1537, sowie die vvn McCann (1975b) ent

wick~ten Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98. TA 1535 

~d TA 100 tragen hierbei die Basenpaaraubstitution his 

",G 46, wobei TA 100 zusltzlich noch daa Plasmid pKM 101 

enthllt. Dieser R-Faktor, der auch in TA 98 enthalten ist, 

codier.t eine Ampicillinresiatenz und soll die Sensitivitlt 

der Stlmrne erh6hen. TA 1537 und TA 98 tragen Frarneahift

marker. Bei TA 1537 1st dies die +1-Mutante his c 3076 uod 

bei TA 98 der +2-Typ his D 3052. 

Weiterhin besitzen alle Stlmrne noch zwei weitere Eigen

achaften gemeinaam, durch die ihre Sensitivitlt erh6ht 
werden soll. Ein&raeita sind aie deep rough, d.h. ihre 

Lipopolyaaccharid-Seitenketten sind teilweiae nicht vor

handen, so da8 auch gr08ere MolekUle in 4aa a.ktari\11\ eindrin9an 
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und Mutationen erzeugen kBnnen. Andererseits 1st ihre uv
repair so gestort, daB Sch!den, wie sie auch durch UV-Licht 
ausgelBst werden (z.B. Thymindimere), nicht mehr behoben 

werden konnen und somit als Mutationen manifest werden. 

Bakterienkulturen wurden nach den Vorschrift~n von Ames et al. 

(1973b) und McCann et al. (1975b) hergestellt ~1d bei -80°C 
in 0,5 ml Portionen gelagert. Zur Benutzung wurd~ pro Stamm 

eine Portion aufgetaut und davon je 0,1 ml in ein RB~rchen 

mit 5ml 37°C warmer Nutrient Broth UberfUhrt. 

2.3 S-9 Mix 

Zur Verstoffwechselung diente S-9 Mix, der aus den Lebern von 

mindestens 6 adulten m!nnlichen Sprague Dawley Ratten, ca. 

200-300 g schwer, hergestellt WULde. Zur Enzyminduktion er

hielten die Tie~e 5 Tage vor der Aufarbeitunq eine einzige 

intraperitoneale Injektion Aroclor 1254 in einer ~osis von 
500 mg/kg KBrpergewicht, gelBst in ErdnuBBl. Die Tiere ~1rden 

entsprechend den Angau~n von Ames et al. (1975) aufgearbeite~ 

und die S-9 Fraktion bei -80°C in 10 ml-Portionen gelagert. 
Zur Verwendung wurden diese Portionen in Eiswasser langsam 

aufgetaut. Der S-9 Mix wurde frisch bereitet (Ames et al. 

1973a), wobei die S-9 Fraktion aus der Aufarbeitung vom 

17.3.1980 stammte und ~u 30' im fertigen S-9 Mix enthalten 

war. 

2.4 VersuchsdurchfUhrung 

Die VersuchsdurchfUhrung erfolgte nach Ames et al. (1973~, 

1975). Zur Mutantenbestimmung wurden pro Substanz und Dosis 

je 4 NlhrbBden pro Stamm benutzt. Als Negativ-Kontrolle dienten 

ebensoviele Platten, wobei diese mit dem LBsungsmittel ohne 

Testsubstanz beschickt wurden. 

Zur Gesa~tkeimbestimmung dienten in allen Gruppen je 2 Platten. 

Die benutzten Bakteriensuspensionen stammten aus 24-Stunden

Kulturen in Nutrient Broth, die bei 37°C bebrUtet ~orden 

waren. Zur Gesamtkeimbestimmung diente hierbei eine VerdUnnung 
der Stufe 10-6 • 
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Alle Gruppen wurden mit S-9 Mix v~rsehen; zus!tzlich wurden 

sie auch ohne S-9 Mix untersucht, urn eventuelle Entgiftungen 
durch den Stoffwechsel zu erfassen. 

Nachdem die Platten 48 Stunden bei 37°c inkubiert worden war~ , 

wurden sie ausgez!hlt. 

Es wurden folgende Dosen pro Platte im Hauptversuch untersucht: 

~g pro Pla~te 

1 . Negativ-Kontrolle 0,0 
, 

2. Desmodur 44M 2500,0 
' 3. Uesmodur 44M 500,0 'I' 

' 
4. Desmodur 44M 100,0 

5. Desmodur 44M 20,0 

6 . Desmodur 44M 4,0 

7. Positiv-Kontrolle Endoxan 435,0* (nur TA 1 535 und TA 

8. Posi t.1 .v-Kt:~ntrolle ~la~ 200,0 (nur TA 1 537 und 

Die Dosen det WiederholQPgsversuche lassen sich aus den 

Tabellen 5 biY 8 entnebmen. 

TA 

Als L5sunysmittel diente fUr Desmodur 44M und Trypaflavin 
\ 

DMSO sowie fUr 8~doxan entmineralisiertes Wasser. 

Die Untersuchungen erfolgten von Mlrz bis April 1980 am 
Insti tut fUr Toxikologie. Alle Rohdatim be£ inden sich im 

Archiv dieses Instituts. 
0 

'?' 
2.5 ~rtung der Ergebnisse 

~ 

1 00) 

98) 

~ Ala positiv gilt eine reproduzierbare dosisabhlngige Erh5hung 

der Mutantenzahlen mindestens einea Stammea, wobei in etwa das 

Doppelte der Negat~v-Kontrolle etreicht werden sollte. 

* entspricht 300,0 ~g Cyclophosphamid 
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3. ERGEBNISSE 

Die Mittelwerte der Platten pro D·JSis sind aus den Tabellen 1 

bis 8 zu entnehmen. 

Wie sich hieraus ersehen l~Bt, ergab sich kein Hinweis auf ein ·· 

bakterientoxische Wirkung von Desmodur 44M in Dosen bis 20 ~g 

pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten fUr diese Konzentra

tionen immer die gleichen Werte wie die Negativ-Kontrollen oder 

differierten nur unwesentlich und biologisch irrelevant. Eine 

Wachstumshemmung konnte ebenfalls nicht festgestellt werden. 

H~here Dosen wirkten ~owohl ohne als auch mit S-9 Mix stamm

spezifisch bakterientoxi~ch und waren daher fUr eine Beurteilung 

nur bedingt ausschlaggebend. 

Mit 2500 ~g pro Platte kam es jedoch zu Substanzpr~zipitationen. 

Mjt zwei der vier verwendeten St~mme lieB sich eine dosisab

h~ngige Erh~hung der Mutantenzahlen auf mehr als das Doppelte der 

jeweiligen N~gati,r-Kontrolle feststellen. Bei diesen Stammen 

handelte es sich um Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 

(Tabellen 2 und 4). 

Die Befunde an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 wurden 

durch die Wiederholungsverauche bestltiqt (Tabellen 5 und 7) . 

Die niedrigste effektive und reproduzierbare Doais lag hierbei 

f Ur Salmonella typhimurium TA 100 bei 20 ~g p~o Platte (Tabellen 

2 und 5) und fUr Salmonella typhimur!um T~ 98 bei ~00 ~q pro 

Platte (Tabellen 4 und 7). Positive Befunde erqaben sich nur mit 

s-9 Mix. 

Da ~ich an TA 1537 unklare Phlnomene erqaben, wurden die 

Untersuchungen mit dieaem Stamm ?.~eim•l wiederholt (Tabellen 

6 und 8). Dieae Verauche erbrachten jedoch nur negative 

Reaultate. 
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Die Positiv-Kontrollen Endoxan~ und Trypaflavin erh~hten 
die Zahl der Mutanten ebenfalls weit Uber die Negativ-Kon

trollen und zeigten somit die Sensitivit!t des Systems und 

die Aktivitat des S-9 Mix, da sie zur mutagenen Wirkung weit

gehend der metabolischen Aktivierung bedUrfen. 

( J 

r 
' \ 
~ 
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... BEURTEILUNG 

Desmodur 44M fUhrte im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver

wendung von Dosen bis 2500 ~g pro Platte ab 100 ~g pro Platte 

sowohl mit als auch ohne S-9 Mix zu bakterientoxischen Effekten. 

Niedrigere Dosen filhrten nicht zu einer Verminderung des Titers 

oder des Backgroundwachstums. Mit 2500 ~g pro Platte kames 

jedoch zu Substanzpr!zipitationen. 

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich der 

fUr die Beurteilung wichtigen Parameter (Dosiseffekt, Verdoppelung) 

an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 klare biologisch rele

vante Unterschiede zu den jeweiligen ~egativ-Kontrollen, die als 

mutagene Effekte von Desmodur 44M zu deuten sind. Da hierbei die 

niedrigsten effektiven und reproduzierbaren Dosen im niedrigen 

Dosisbereich lagen und die mutagene Wirkung an .Salmonella 

typhimurium TA 100 und TA 98 zu beobachten war, mu8 Desmodur 

44M als eindeutig mutagen im Salmonella/Mikrosomen-Test be

zeichnet werden. 

Die Positiv-Kontrollen erh6hten trotz der eingesetzten niedrigen 

Dosen die Mutanten~ahlen ~benfalls klar Uber die Negativ-Kon

trollen und zeigten dadurch die hohe Sensitivit!t des Systems. 

Aufgrund dieser Sensitivit!t konnten im Sal••··'~nella/Mikrosomen

Tf!st klare Hinweise auf mutagene Effekte von Desmodur 44M in be

wert.baren Dosen bis 2500 ~g pro Platte an Salmonella typhimurium 

TA 100 und TA 98 gefunder. werden. 

L~ 
Prof.Dr.D.Lorke Dr. B. Herbold 

Institutsleiter Versuchslei~er 
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& Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M 

D o a i s 
in 

JJB pro Platte 

2500 

500 

100 

20 

4 

Hegativ-Kontrolle 
0 

Positiv-~ontrolle 
Endoxan 435 

an Salmonella typhimurium TA 1535 

.;{> 

MUtanten I Platte Gesamtkeimzahl MLP Behandlung 

·<f(~P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle 

+ 8-9 Mix 1- S-9 Mix X 1<¥ + S-9 Mix I - S-9 Mix 

o••• I 0*** 140,6** - I -
6' 

I 
4,0 

~ 123,1** 1 '07 
I 0,57 7,5 . 

I - I "' '-

8,7 I 5,5 
_{) 191,4** 1,24 I 0,79 

r le1::!;·5 0,86 ' 0 ,86 · 6,0 6,0 
I I 

5,5 I 5,5 286,9 0,79 
t 

0,79 

... 
I /) I 

7,0 7,0 232,') ·.) 1,00 
I 

1,00 
I -'! 

239,5 1 16,5 120,2** r ~4, 21* I 2,36* 
< 

( 

• mutagener Effekt 
** bakterientoxischer Effekt 

*** Backgroundwachstum (5} I 
-7 

Tabelle 1 

' I 

I 

I 



D o & 1 a 
' 1n 

IJ8 pro Platte 
' 

' 2500 

500 

100 

20 

4 

Hegativ-Kontrolle 
0 

Positiv-Kontrolle 
Enduxan 4 3 5 

Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M 

an Salmonella typhimurium TA 100 

Mutanten I Platte Ges&llltkeimzahl 

(M/P) pro ml 

+ 8-9 Mix 1- S-9 Mix X 108 

154,0 I 
439 ,0 ' I 
635,5 I . 

·' 

374,8 I 

I 
128,0 I 

I 
119,8 

I 
370,0 I 

118,0 28,8 

102, 0 22,3 

119,3 19,0 

96,8 24,0 

107,0 25,8 

109,5 24,4 

150,5 21,3 

* mutagener Effekt 
** bakterientoxischer Effekt 

*** Backgroundwachstum (5) 

Tabelle 2 

MLP Behandlung 
M/P Negativ-Kontrolle 

+ .S-9 Mix I - S-9 Mix 

1,29 I 1,08 

3,66* I 0,93 

I 
5,30* I 1, 09 

; 

3,13 I 0,88 I 

I 
1,07 

J 
0,98 

I 
1, 00 

I 
1,00 

3,09'*: I 1,37 



D o II i II 
in 

~pro Platte 

2500 

500 

100 

20 

~ 

4 

Negativ-Kontrolle 
0 

Posit~v-Kontrolle 
Trypaflavin 200 

Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M 

an Salmonella typhimurium TA 1537 Tabelle 3 

~ 

-(' 
Mutanten I Platte Ge11amtkeimzahl HLP Dehandlung 

~(~P) pro ml H/P Negativ-Kontrolle 

+ 5-9 Mix 1- S-9 Mix X 108 + S-9 Mix I - S-9 Mix 

0*** I 6,0*** 178,4 - I 0,75 
6) 

8,0 I 5,5*** .-<7 170,7 0,89 T 0,69 

I 
L-

I ,... 

' 6,0 I 4,0 (, 178,8 0,67 I 0,50 

5,5 I 6,0 'f'9t~4 0,61 I 0,75 I 

I I I 
· ~ "• 

I 7,0 I 4,5 175,4 0,78 

' 
0,56 

I 
180,4 ~? 1,00 

I 
1 '00 9,0 

I 
8,0 

I 'j 

I 
r . 

~9,50* I 17,56* 355,5 140,5 197,2 

* mutagener Effekt 
*** Backgroundwachstum (5) 

( ' 

.. , 
I 



Salmonella / Mikrosomen-Test mit Oesmodur 44M 

an Salmonella typhimurium TA 98 Tabelle 4 

D o s 1 s Mutanten I Platt! Gesamtkeimzehl M/P Behandlung 
in (M/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle 

~g pro Platte 

+ 8-9 Mix 1- S-9 Mix 
8 

+ S-9 Mix I 
I 

X 10 - S-9 Mix 
-

! 2500 21 1 0***• I 818*** 26015 0139 I 0128 

500 86 8*** I 2715*** 309 , 9 1160 r 0188 
I I I 

I 
100 13815 I 1910 27113 2155* I 0161 

1910 I 2415 29116 1145 
1 

0178 20 

I - I 
4 3510 I 1710 28312 0164 

J 
0154 

I 

I l i 
Negativ-Kor.trol l e 5413 

I 
3113 39819 1100 

I 
1 1 00 I 0 I 

Positiv-Kontrolle 166015 I 2115*** 39919 30158* I 0169 I 
Try;>aflavin 200 ___ j 

------~.._ ________ -------- - -- - -------

* mutagener Effekt 
*** Backgroundwachstu~ (5) 



,y Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M 
~ 

an Salmonella typhimurium TA 100 Tabelle 5 
(:' 

1. Wiederholung 

"'! 
D o s i s Mutant~ I Platte Gesamtkeimzahl M/P Behandlu_!!g 

in (M/P) pto ml M/P Neg~tiv-Kontrolle J.lg pro Platte 

+ S-9 Mix I -S-9 : ix X 108 
+ S-9 Mix I - S-9 Mix 

I 
~ 

500 399,0 I ~ 363,6 3,03* I I 

~ 

r (-
375, 1 3,65* 

I 
100 480,8 

I l' I 
~--

20 428,3 I "'! 376,6 3,25* I Q 

Negativ-Kontrolle 131,8 
I 

94,0 338,3 1,00 
I 

1,00 0 I I 
Positiv-Kontrolle 263,0 I 175,5 305,5 2,00* I 1, 87 Endoxan 435 y 

* mutagene r Effekt 

) 



D o s i s 
in 

"<1 pro Platte 

2000 

1000 

500 

Reqativ-Kontrolle 
0 

Positiv-Kontrolle 
Bndoxan 435 

Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M 

an Salmonella typhimurium TA 1537 

1. Wiederoolung 

Mutan~en I Platte Gesamtkeimzahl 

+ S-9 Mix 

0*** 

8,8*** 

9,5 

9,5 

193,5 

(M/P) pro ml 

1- S-9 Mix X 108 

I 
I 

I 

I 
I 
I 

I 

30,0** 

251,6** 

299,2 

9,8 310,3 

163,0 289,3 

* mutagener Effekt 
** bakterientoxischer Effekt 

*** Backgroundwachstum (5) 

I 

Tabelle 6 

M/P Behandlung I 

M/P Negativ-Kontrolle 

+ S-9 Mix I - S-9 Mix 

- I 
I 

0,93 
I 

1, 00 I I 

I 
1,00 

I 
1 100 

20,37* i 16;63* 



D o 5 i 5 
in 

119 pro Platte 

500 

- 100 -. 
20 

Hegativ-Kontrolle 
0 

Positiv-Kontrolle 
'l'rypaflavin 200 

Salmonella/~ikro5omen-Te5t mit De5modur 44M 

(:' 
,p 

an Salmonella typhimurium TA 98 

l. Wiederholung 

A 
-.~· . -

7 

Mutant~ I Platte Ge5amtkeimzanl 

(M/P) pro ml 

+ S-9 Mix 1- S-9 ';~X X 108 

'-' 

84, o··· 1 "i' 199,1** 
' -

f -~ 
119,3** ' 225,8** 

I 
· i"' 

120,8 I ~33,4 

I 
40,3 

I 
30,0 312,6 

1111,0 I 13,0*** 415,3 ~') 

~· 

·rabelle 7 

M/P Behandlung 

H/P Negativ-Kontrolle 

+ S-9 Mix I - S-9 riix 

2,08* I 

' 2,96* 
I 

3,00* I 
f 

1,00 
I 

1, 00 

27,57* I 0,43 

* mutagener Effekt ' 
** bakterientoxi5cher Eff~t 

*** Backgroundwach5tum (5) 

.... 
I 

' 



D o 8 1 8 
in 

"g pro Platte 

2073,6 

1728 

1440 

1200 

1000 

Neqativ-Kontrolle 
0 

Po81tiv-Kontrolle 
'l'rypaflavin 200 

Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M 

an Salmonella typhimurium TA 1537 Tabelle 8 

2. Wiederholung 

Mutanten I Platte Ge8aatkei•zahl MLP Behandlung 
(M/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle 

+ 8-9 Mix 1- S-9 Mix X 108 + S-9 Mix J - S-9 Mix 

0*** I 1, 1 ** - I 
I I 

5,0*** 1 
11,9** 0,35 

I 
7,8*** I 99,8** 0,55 I 
5,3*** I 157,5** 0,37 I 

I I 
8, 8*** . I 180,0** 0,62 I 

I I 
14,3 

I 
257,3 1,00 

I 
~06,0 I 350,2 21,40* I 

* mutagener Effekt 
** bakterientoxischer Effekt 

*** Backgroundwachstum (5) 
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ZUSAHMENFASSUNG 

1. Desmodur 44 V 20 wurJc im S~lmonel. la/Mikrosom€n-Tcst i11 Oosen 

b.i .s 12 ~~00 119 pL"o l'Ltltc an vier SCilmonella tyi:Jhimuriulit r.T2-

Mut~ntcn ilUf muta gc n e Wi rk ung geprlift. Hi erbci handeltc cs sic !, 

um die histic.Un-auxou-ophcn Stamme TA 1S3~, 'I'l1 100, Tl\ 1 ~d7 u n ·1 

Tl\ 98. 

2. Dose n bis zu 100 0 119 !JHl Platte fUhrten nichl z u b~te r· L . It"· 
t-oxi s chclt Effekt c: n. J)j e Gcsamlkeim:whlcn blJ.elH~ un vct~in c!c l - t . 

Ei11c Wucl t st uJn ~ h c;Jntnuny konnte nic;ht fc·stgcstclt.t \•Jerden. l.nt 

dari.ibcr hj_n<hlsqcht;nden Dosisbcrcich wirkte ch.c S ub strt n :~ s o •:~o hl 
chne al s t~uc ll ;nit S-9 Mix nur schwnch b~~rientoxisch, r;o C:L-113 

clicscr nu · bcc1 .lngt bis ?.500 ug pro Pl.lt:te zur n cower tun g h c ri1n

r· zo ~J('n I 'C rdt'll hunn L • . Ab d e r Do r:;is 2500 ~19 pro PlDtt 1'.-1111 t•s 

zu Subst .:u z pr~iziptta t i.oncn , so dnf3 d .i.e h oc hsl c Dosi.s ni c: l L i ! ~t :~ 

v.'f~r bur v! :lr. 

3 . ~~ ~; fc<nd r~ n Pic h nn <ictl ntu n e .lli1\.yrhimurium TA 100 liimw.i. ~·,( ,,uf: 

e.Ln~ muL; tq n c 1•/.i t·kung von~'-'swodur 44 V 20. Hl erbci Uc r.. s ich 

an ;"al rn lte? lla l.ypll imu-t_/61n TA 100 ein0 bialog.isch relcvcl'l l' C' 

Erht"lhung dcr Mutantf?!'zahlen auf me hr- als das DoFpcltc~ c1cr 

jcwciligcn Ncgat~-Kontrollc feststellen. Di e niedrig~;t 

cffcktive rcproduzierbare Oasis betru9 hierbei fUr Salmone lla 

typhimurium TA 100 125 119 pro Platte. Desmodur 44 V 20 muf\ 

dahcr als schwaclt abcr cindcutt9 muta1,1 e n im Salmonella/ 

Mikroso~ ·-Test be::..:cichnet werden. 

~ 
4. Die PosiU.v-Kont rolle n I::r.clo xanc11'\ und Trypaflav i n wirktcn tk·ul.. ·-

~~ mutagen, wj c flUS dem biologisch relevantc11 Anst.i g d ::- ·· · 

~ Mutantcnkolonicn gegcniiber- der jeweiligen Negat.iv-KonlJ. lJ 

~ crsi.chtJ.ich ist. 
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1. EINLEITUNG 

Die Mutag enit~tsuntersuchungen on Desmodur 44 V 20 erfolgten 

mit de m Salmonclln/Hikro.some n-'l'est nach Ames et al. ( 1 ~73a, 1 97~i ), 

der bcsser untar dem 'l'rivialnamen Ames-Test bekannt ist. 

Dei D smcdur 44 V 20 handclt es sich urn ein Produkt der Spa~tc 

PU, des sen Wirkstof f anch die l~urzbezeichnung MDI criiyt. D 
Der S.Jlmonella/Mikroso mc n-Tcst stellt eine Hethode ZU\bcreccnin q 

Unt ersuc hunge n auf die punl,tmutar:Jene \'Jirkung chcmiicher l\g n ;.:;i n 

in vitro d a r. Dcr Nachv:eis solc her Eficktc crfol'i(; a n anxotropf~c n 

l-1ut c;.ntcn von Salmonella typhimuri um. llierzu wi~ die Hi.i.ckmut..uL.ion ~.; · 

rate ~ur Pro totrophie in Ncgativ- r:ontrollc:m ~d I3 e handlung s gruup(:;n 

un tcrs uch t. A us cin .,r .:1u~;re ichende n Erhohu~ dieser n.a te in <.kn 

J3( ~ h <.i ndlungscJruppe n L.il3t s ich dilnn <1uf e.i. n('! mut.agc n c \virkwv.:1 :x:t1l jd: 

!Jc1: S ~iuqer s~· offwcc h rwl, dcr in dcr chem.i sc ll'..! n M\.llag~~ nesc v o n ff !' CJ f\,, 

U .. d •ullmg .isl, wJ.rd !J i c:t:'II C.i durch~ie 90(10 g-·Frakt:.iun VOJI ho m )c;w nj

s ier t() ll S.:.i ug c r l be 1·n td. 111U 1 l.c t · t. ~;, u surnme n mi.l Co f ak to ren lJ .i .h \c.· t cl.i , .. 

d0 n !3 g . S-9 t>1ix, dr;r das e 4JenLJ :i.c lle Sloffwc~c!Jselm..,dr . .dl in ri .'l~ s ' !':1 

Ve r~:uch dar stell L ~ 
~ 

Die fvlet hode r~e lbst mu~als sehr sc n sibel bctrachtet \oJer.den 

(llcr.bold et al. 197S@ 19 '/8) und ist fi.ir schnelle Screening

Unt ersuc hunge n nurchaus gecignet. Nach den vorliegl~ nden Pub 

likationcn bcs+-cht einc hohe Korrelatlon zwischen mu tagenc n 

bzw. ni~htmutagcnen Defundcn im Salmonella/Mikrosomcn-Tcst un d 

carcinogen~ rcspektive nic ht cC~rcinogencr Wirkung dor unter

s uchten ~bstanz (McCa.nn et u.l. 1975a, 1976; Purchase et al. 

1976,~..1978). Der Test ste llt also auch ein gutcs System z um 

Sc~ning auf care inoycnc \Hrkung dar, wobci man seJne Et'g b -· 

n"±-sse jedoch nicht Ubed) we rten soll t.e, d~ diese hohe KorrcJ ;: Lions·· 

«:>"?-rate nicht fUr allc Substnnzgruppcn gcltl-"!n di.lrfte (Amr.! ~ , pet: : . 

Mitteilung). 

Studic Nr.: OESM0DUR 44 V 20/008 
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2.METHODEN ------

2.1 Substcnzen 

a) 'I'cstsubstanz: Des!Tlodur 44 V 20, Pt. 101079, ein technisc.:hc~> 

Gemisch, d e ssen H.::~uptbr.standte il die SUlmnenforruel c
1 

,. H , 0 .,N . 
:J 1 0 I!. . 

und die Struktur 

OCN~HL.@-NCO besitzt. 

b) Positiv-Kontrollen: 

1. Endo>:an (1\st a ), PL. 8343, ei.n verbre.i.te~ :7.y to:;t.:.li.i l:u J: I, 

de sscn \virk s tof f Cyc lophospham.id c in alky U. e: r e nd(~ s t\ ':_1( ' 11 ;_; 

~ 
und be J.:<tnnt c :~ Promutagen di.lrstcllt. 

~ 
2. Try p c:.f] i.lv in (Roth), Pt. 0282995,<Qlc r Wirkstoff d e~ Pc1n· · 

fla v in.<; un d Rivanols 1 cin Frameshiftpromuta ~J c n , 

r, ls l ncl j kal o n: n zum Pu r•k t: r l~lgP.n i tEi t .snaclll-112 .i. r, dienten 

lli ~~t idinmuP ']C!J . m L't i.l n tc n vo n Salmon · lla tyrhimurium L'J '2 . 

Di<lS () wu1· den s p e ziell~l?t den Sulmoncllu/rlJ.kt·osomcn--Tcst 

selckLi.ert . Da sich4?unktmt.:tationPn in zwe i Grundkl ,.lsscn 

gUcde rn la~;::;en - ~scnpaarsubstitutioncn und E'rame shift-.

muLationen - ku~n mel1rere Stiimmc zur Vcrwendung 1 uurch 

die beide Typcn erfaBbar sind. Dies waren die von Ames 

et al. ( 1973b) selekticrtcn Sttimmc Salmonella typhimurium 

TA 1535 und TA 15371 sowie die von McCann (1975b) Ant

wickclQn Salmonellet typhimurium TA 100 und TA 98. Tl, 153S 

und rfA 100 trngcn hi e r lJe.i die Urtscnpaarsubst..it:ution his 

~6 1 wobei 'I'A 100 zusiltzlich noch das Plasmi.d pKH 10 I 

«.en t 1alt. Diescr R-Faklor, <l(;•.r aur..:h in 'l'A 98 entlwlLcn is t , 

-\.. codicrt cine 1\mpicilUnreslstenz und soll die SensU·. ivi U il 

<o ~ der Stamme crhohen. TA 15 3 7 und TA 98 tragen Framcsh :i.ft·· 

marker. Bel 1'1\ 1537 ist dies die +1-Hutante his C J07G uncl 

bei TA 98 cicr +2-Typ h1s D 3052. 

Wciterhin bcsitzen alle St~n®c noch zwei weitcre Eigen

sch~ften gemcinsam, durch die ihrc Sensitivitlt crh~ht 

werden noll. Einerscits sind nic de€!p rou0h, d.h. ihJ:c 

Lipopolysacc:harid-SeitcnkcLtcn sind tcilwei.so njcht vor

handcn, so daB auc h g1:oBere HolekUle in da s Bak t(~ J: i.um c)JKldnyt.:.:n 
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und Mutationen erzeugen konnen. Andererseits ist ihre UV

repair so gestort, daB Sch~den, wie sie auch durch UV-Licht 

ausgclo~;t werden ( z. n. Thy!Tiindimere) , nicht md1r behobcu 

werden kdnnen und somit als Mutationen manife s t werdcn . 

Baktericnkulturen wurdc n nach den Vorschriften von Awes et al. 

(1973b) und NcCc. nn et al. (1975b) hergestellt. und bei -80°C 

in 0,5 ml Portioncn gelagert. Zur He nutzung wurde pro St umm 

cine Portion aufgctaut und davon j e 0, 1 ml in e .Ln R&.rirc h 1· n 

mit 5ml 37°C wanner Nutrient Broth iiberfUhrt. ")--

2. 3 S- 9 I'Hx 

Zur \! <:~r :-~ toff\.Jechselung diente S-9 Mix, d~ aus den Lc bcrn von 

min des t c ns 6 adultc n mHnnl iche n Spragu~Dawley Rattcn, ca . 

20 0-300 g schwer , he rgestellt wurdc . Zur Enzy!Tiindukti on n ~

hielt-cll di e Ticre 5 Tage vor clcr l\uft~rbeitung c ine ejnzi ·~:w 

in t r01pcrito neale Injcktion l\roclot· 1254 i n einer Dc·s is von 
. " 

~;oo mg/kq J<.i:h:pcny:\;Lc ht, gc).o'st. i.n Erdn uf3 cl . IJJ.e TiL~!.(;:.! v1u l' 1c··1 
..... 

c nt SJYCec he nd den llnynben von Ames ct al. ( 1975) u.uf<JC'<l.rh c i Lc l 

und ctic S-9 Fraktion be~ -80°C in 10 ml-Portionen g~lu9crt . 

Zur 'l<·J.:Iv r_•ndL•ng wurd~11 'diese Porti u.·1e n in Ei swasser lanr,rs <tlH 

nufgct.aut. Der S-9, )-lix wurde frisch bcreitct (Am"" s ct al. 

1973a), wohei di~ S-9 Fraktion aus der Aufarbcitung vom 

17.3.1980 stammtc uud zu 30% im fertigen S-9 Mix cnl!talle: n 

war. 

' " 2. 4 Vet su~t't-sdurchfllhrung_ 

Die Vcrsuchsdurchfi.ihrung crfolgte nach A111es ~:! t a] . ( 19 '/..la, 

1§-75). Zur Mu ta ntcnbestimmung wurden pro Substanz und Dos.is 

je 4 Ntihrboden !JrO Stamm benutzt. J\l s Negativ-Kontrollo c.1i(:nte r 

ebensoviele Platten, wobei diese mit dem L6sungsmittcl ohnc 

Testsubstanz besc hickt wuraen. 

Zur Gesamtkeimhestirnmung dienten in allen Gruppen je /. Pl.•tt "' n. 

Die benutzten Bakterie tlsuqpensionen stammten aus 24-S tu ndc n

Kultu~ctl in Nutrient Eroth, die bei 37°C bebrUtet worde n 

ware n. Zur Gesamtkeiml.Jestimmung di.cnte hie r bci einc Vcrdi.lnr:uu9 

de r Stufe 10-6 . 
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Alle Gruppen wurden mi t S-9 Mix versehe n; zus~tzlich wurdc n 

auch ohne S-9 Mix untersucht, urn eventuelle Entgiftungcn durch 

de n Stoffwechsel zu erfassen . 

Nachdem d:ie Platten 48 Stundcn bei 37°C inkulJiert worde n warcn, 

wurde n sie ausgezahl.t. 

Es wurden folgen~e Dosen pro Platte :im Ha uptvers uc h untcr~ucht: 

1 . Ncgativ-Kontrolle 

2. Dcsm::Jdur 44 v 20 

3. Desmodur 44 v 20 

4. Dosmudur 4tl v 20 

5 . De:smod ur 44 v 20 

6 . Desmodur 44 v 20 

7. Positiv-Kontroll o 

8. ro r>.i_ U v-J o n trollc 

Endoxun 

'l'l)'paflavi n 
~~ 

~g pro Platte (~ 

0,0 

12500,0 

2500 ,0 

500,0 

100, 0,:0 

20,0 

tlJS , o+.· 
200,() 

":'--. 

,_ 

(nur TA l535 LU1d T/'. 1Ul') 

(tllr 'ri\ 1S37 Wld'fl\ % ) 

Ui c fJosen d ' r \\' L . dc·rlJ u lun ys~chuchc la~;;:>t..! n s:i.ch .:.;ur; L1cn 

'l'nbc J l e n ~ bis 8 cnl nchm·2n. 

l\l s L!) sur~~~; mittcl di<.::ntc' flit· D •smodu r 41\ V 20 und 'l't· ypa f.l<.~v:i n 
"· 

D>l!-:o s ov• ic f:i.i r Endo };.,t.t n en tmine r ~~1 is j cr t C! s \·7~ s seJ· . 

Die Unt rsuchung.: n et·folgt:::~ n von t-1 ::\!:."Z bis Ap L· il 1980 am 

lll s titut fUr Toxikologie. All e Rohdatcn befinden sich im ~rchiv 

ctiese s Instituts. 

2.5 Bew~ rtupg der Ergcbni~sc 

Als positiv gilt einc reproduzle.1:bare dosi.s;:~bhi-ingigc f.rl; (·,; lu nq 

~ Mutvntc nzahl e n Hl inc.lcste n s eines Stanunes , wobel in c..:t l·t::t cLts 

, ' -Doppelte der Negativ-Kontrollc . ·rreicht werden solltc. 

-------------------
* entspricht 300 ,0 ~y Cyclophosphamid 
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~. F.RGF.BNISSE 

Die Mittclwerte der Platten pro Dosis si.nd atls den Tabellen 1 

bis 8 zu ent.nehmen. 

W.l. e sich hicraus c:rsehen ld.Bt, ergab sich kein HinwQis uuf cine 

baktericntoxischc Wirkung von Desmoctur 44 V 20 in Do sa n bis 
' ' 

1000 JLg pro Platte. Di e Gesumtkeimzahlen erbrachten fUr· Jj,c!je 
'?

Konzentrationen immcr die glcichcn Wcrte wie die Ncgafi v -

Kontroll c n oder d.iffe1·i e rtcn nur unwesentlich und biolo']L>c h 

irrC:'lev ,mt:. Einc Wuchst.umshemHlL,ng ko nnte 12benf~1\·s n icb l: Lesl -

gc!:;tellt \•Jerde n. ll o h e re Dose n wirktcn sowohl'>-oh.1e als aucll mil: 
I 

S-9 1-t ix n uc sc hwac h ba.kteri e nt.oxisch und ~ei1 dahe r flit· e in <• 

Be urte ilung nur b e;, d.i.ngt bi :_; .?.500 ug pro Platte ilU GSC h] Ll ~ cw betH! 0 

l\b 2500 Jt y pro Platt' k.:1m es jedoch zu SubstnnzprtizipiL.tUon ('i'>, 

::;(; daf.l <He hoc h ;::; Le Dosi s r1.icht au_swcrtl.Jar. war. 

1-Jit· z\..; .i.. dc·r v i l') l. v ~ nH!11cJ (,t ·11 St.amme lieB s.ich e ine Erh"> l ~< r. sr 
d e r t--lut ,:. n tc n z hlt !l1 <Juf mc hr al s da s Du ppAlt.e d.:: r 'iewe :L 1 -j_u, ·n 

~ - . 
Ne~F1tiv-Korttlo .Ll fc s tstcll e n. Bi2 J. di.cscn SUimmen hand c.l '. c <~~ 

s i c h um Salmo nella lyph~muriUin 'l'A 100 und 'fA 98 (Tai:Jellen 2 und .) l 

Die Vcrd i_)pclung un , Salmone lla t.yphimurium Tl\ 98 konnLc tdL:ht ,,._ 

bestatigt werden ('l'abel l e n 6 und 8) und ist sotnit als zuf<'lll s ·· 

bedingt zu betrachte n. 

Die Uef unde an Salmonella typhimuriurn 'l'A 100 wurden dur·c l> ,·1en 

Wiederholun~svcr s uch bestatigt ('l'<:tbelle 5). 

Die niedr1.gste effek.tivc und reproduzierbare Dosis la':) h.i e r )), _,j_ 

fUJ.· ~lmonella Lyphimur ium TA 100 bci 125 ~g pro Platte (Tab •} l c 

Po94t.ive Def unde cr~J.:th e n ~;.i ch nur mit: S-9 Mix. 

Zusdtzlich vJU rde no c.. h ein \Hec'lerholungsversuch ohne Losung ~; tn .i tLr.l. 

durchgef\lhrt um cventuelle Rcaktionsbeeinflussungen dlt r-:: h 'l il s 

Lo9ungsmi Ltel zu (iberpr i.ifen. Hier.bei kam es entgegen den llnl<' r

suchungcn mit DMSO berci.t s in niedrig sten Dosen zur Bi ldurl<J vo n 

kugelarLJg c n Figurrn auf d e n Platten. Da sich diese TroJ ,[ ·hu n 

mit eincr Polyharnstoffh~\tt ilberzj ~hcn, muB davon ausgcgn n g~ n 

wcrdcn, clul3 die Substanz bei diesem Versuch nur i.n scln g ~ r it1 ,·r, 

Mengen frci zur Vorf ilgung stand. 
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Wie s ich aus Tabcll e 7 entne hmc n l~Bt, e r gab s ich ~ uc h hicr 

im s ubtoxi sc lwn Be r e i c h e ine l e i c hte Erho hung d er Ml,ta n t•.? n ?. a h l r; n, 

<H e j e doch n ic ht mit d ell Wi rkun ge n an TA 100 au ::.~ T.:1 b e ll e 2 u r:d 

5 un te r Venve ndung v o n DlvJ SO v crgl '2 ichb:i r 1st.. 

Die Pos it.i.v- I<on"\:ro lle n En d oxa n <!" und Try;,>af l av in ~rh oh te n rl.i e Zalll 

dec M u t~ ntcn we i t Uber d i .e Nega tiv-Ko ntro llc n und zc igle n s omit 
,-

d ie Se n si tivi Li t d es Sy s t e ms un d die l\k t ivi Ui t d es S - 9 M-i:x , d,-J 

s :i e ~:: ur mu tage nc n \.Vi.r k u n q wc i tq c. h c n d d er. mc tabo li sc lw rl ... JI.kt .i · .~ t ! .I" ' ' I J'.! 

b c d li :r_ f e n. 

\ 

' 
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4. T~EUR'l'EILUNG 

Desmodur 4d V 20 fU hrt c im Sal mon e l la/ Mi kro somer1-Tcs L nac h Vcr

\v - ndunq votl fJu~;c t : bif> '1250 0 ~g pro P l a tte erst ab 2500 11 9 pro PlcJt· l 

sm·1o h l mit a l s a u c ll o hnl! "' - 9 Mix zu baktericnl:oxischen Cffckt en. 

N.i (lt: L<.JC' · • Dos . n fUI rtcn ni.ch ·z •· e i n"' r Ve 1~mintJe r un g de c; 'l'i.t <:r:-; 

ode r J c: :~ Back~r r o un ch-,ac hsturns . l\b 2::>00 ug pro Platte k.,,n ~ee j0 <1•.)c l1 

z u Su i.Jr~t url zp .r c.'zip i. ti1 U o n e11 , so daB cHc ho h sl c DCl~ i ~,; n-:bcll L nu s· 

'.vC l. t J.)CI 1.· \-J :1 t' • 
0_ 

Die /\u sv;crlung d r L:inzc ln n Dos .i. SC]ru ppc n c t·t] nb h'J.n s i cl l: l ·i.cil c l" ~' 

Hit· h .• 13c uJ7Lc jlung wi.c1l:ig ,n Pa rame ter ( Dos i.sc~\ff ~ kt , Vc•n1ouJ > •)_,,n \J i 

i1n :':l lmon' J ]a Lypl lrnut.Lum Tl\ 1 00 klCJL e b 1o l ?<J':isc h 1·elcva n t Unl 'L· 

sc lli c'! ' Zit cJ n j ' "' iU.c ~ n N ·gnL iv-l':oJ nJhm , di als mu i:a :w n 

1·: r t . k L 101 D .r;wotur '14 V /. 0 z dr•uU·n si.tJ . Di:l hj - rb•i. i.ie 

. a~Jl • t'l , d! c mu 19 nc W'i rk ung r.:t b ·1.· J c .i.q llc l " . 
SD 1mo n ll i·l t·yphimu t- il t '1'/\ 1 00 z u beo lJ . t ht c n ,,,1- , rnu H D ~ :;1110 du 1· 

tltl V LO c1l s .; 1· l. ·JuC.:l b•1· r· in u t·.i. 11\l " •'J n im '-'a.lmOJI l J,/ 

f'.Hkro~~c,m -· ' c.; !· t. b •ze.i. hn -·L wcr 1 •n . 

• nu r <:~1 ~;; x 1· m s h\v.:l · !1 mu -, g n ' bis n ichL muLngc n 7 U 

b z •jc . n •nd n Er \IC!JnJ ss . uhn Dr1SO ]d PS n Z\v , j E ;:- J J.':il" Uo1g:, 

rnug l i l1 lci. ·n of[--n: 

1 • lH c: ll b s a n z bJld L '' OfO t" na h Ein bri n gcn '~ s polurc 

Mi j u 'l'r opf h n, d j (~ s .i 11 mjt cin r Polyharnstotfh <:~ut 

Ub •r z l " ha n und so fU r u n V·r s u h ni c ht mc h r zur v r fU~JlH1CJ 

stanc1 ' n . Ein . "'O l c h n 'l k t ion k nn t nd t 01\!, 0 n i ·ht b ob-

a~ L w rd n. 

2 . l}i b i d• u1 V·L·s u h ulil .. ung smL te l Z U CJt ~ g ·L>~; n ~ ~1 'J Q 

DMS0 k Onn t: ' i n c ,.. i.l<J l \ s i n, dl Un1s .. zun qs \.J j sc von · ~'-

moclur 4 4 V J.O z u b l <·in[) us · n 1 so d a l3 ln a ndr.:r J: Stoi w· -J~. · , ~ l ·· 

w - g ci nqes· lt l ~ ( ll wi. t· cJ · , J~; dis lm DM SO dcr Fa1l i. ~t . 

w ·1 h · d r b ·idPn MoglJ O: tkc•.i..L n zutrJ f ft I i~;t unhand d 'r Er

<Jebn Lsso n ich t z u !.i gc• 1. 
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Die Positiv-Kontrollen crh6hten trotz der eingese tzten nicdrigcn 

Dose n die Mutante nzahlen klar Uber die Ncgat.iv-Kontrollcn und 

zcigtcn dadnrch die hl)he SensitiviUil: des Systc111s . 

l\u fgrund die .;c 1~ Sen~> i t iv i tat konntcn j m Salmo1w llc /M .i . kro ~;omen · · 

'l'est klare l!inweisc auf schwachc muta•]C ne Effektc '011 Dc;.mocll.n: 

44 V 20 j n b c wertburc n Doscn bis 2500 119 pro Plat te an Sill111o n c lJ <1 

typhimurium 'I'/\ 100 gcfundc:?. n wcrdcn. ( 

Pro f.Dr.D. Lork e 

' .,., 

././ 

/;;: /? 
/; ·//·/ 

__L-_~~·5.::- t. (_ .;;:--c ' <,. 

D1:. D. l!cr.bold-

Ver s uchsl0A:_t r 

" 

\,.. ·' 

lr:sl·. f. T uxikolog ;!: 

Ard1iv 

.• \ •.:l ~_\) \ , l .l. ' . r 

Z S. 07. 80 
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Salmor:ella/1-tik.::-oso:ne:!-Test mit Des:nodu::- 4t; v 20 

an Sal~c~ella typhim~riu:n TA 1535 Tabelle 1 

. -

I • I 

I DosiS' I ~utanten I Platte Gc.sau: tl':e imzahl H/P Dehnndlune 
in _, ' 

I ~g p!"o Platte I I (]1/P) j pro ml M/F Negativ-Kontrolle 
' ' I I + S-9 Mi~ ,_ S-9 !1h 

i 
~ I 

X 1cf 
I 

I + S-9 i1ix ' - S-9 rHx 

I I I 
I l I !2500 nich~ auswertbar I 

I 
I ' I I 

I 
s,o•••

1 
f I I 

2500 4,5*** 288,4 0.69 0,71 

I ! I I I ~ 

I :..• 
50 (' 4,8 I 6,0 

I 
294,9 j 

I 
0,74 I 0,86 

I I 

I I I 
I I 

:oo 5,3 4,5 182,0 0,82 
I 

0,64 
I r- . I 

• 1 

20 

I 
5,5 I 4,5 

Negativ-Kontrolle 6,5 7,0 
0 

-
?osi~iv-Ko~t4olle I 239,5 I 16,5 
l::~doxan 435 

I l I 308,3 l 0 ,85 0,64 

L 232,0 <r ~J 11, 00 

' ·' 36 85* -~---+-:-~::-:---~·-~~~- I 240,5 1, ~-
. 

1,00 

2,36* 

* ~~taqen9= Effekt 
C· **+ 3ac : ~ :; -.:-o:.::-:.::1· ... -a := h s t u:n ( - \ ::>, 



Salmonella/Mikros0~en-T~st ~it ~~3~~Q~r 44 V 20 -----

an Salmonella typhi~uri~~ TA 100 Tabelle 2 

' I 
D o s 1 s Mutanten I Platte Gesa;ntke imz ahl I r'./P Behand.lung 

in .! {t'/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle 
I ug pro Platte I . 

I I + S-9 Mix 1- S-9 Mix 
0 

+ S-9 Mix I X 1:J - S-9 Mix 
i 

125~0 I nicht a uswertba~ I 
I 

I I 
2500 316,8*** 

I 
130,5*** 21 , s 2,64* 

I 
1, 1 9 

500 541,0 I 1 31 , 5 20. 1 I 4,52* I 1, 20 

100 29613 I 12010 2\3,4 

I 
2 47* I 1 1 1 c 

I 
I I 

I 
I 

20 124,5 I 95,5 22,4 1 1 04 I 0,87 

Negativ-Kontrolle I j <? I 
119,8 109,5 I 24,4 1,00 1,00 

0 I -1 I -
Positiv-~ontrolle I 

150,5 I 21 , 3 ,-<' 3,0':1* I 1,37 370,0 I 
Endoxan 435 I p 

* ~~tagen= r Effekt -~i 
*1:~ B~ckgro~ndwachslun ( 5) ---. 



Salmonella/Y.ikroso:r.e::-.-Tes ~ r~.i t Desmodur 44 V 20 

an S~lounel la ~ypn i~:;.ri~~ ?A ~S37 Ta:Oelle 3 

I ,{- I I 
i D c s i s Hutanten / Platte 1 Ges;::nt~eimz11hl l N/P Deh::mdlunr. i ug ?r~nPlatte -; (ryP) 1! pro ml I N/P l~egntiv-Kontrolle 
I ' . . 8 I 

• + 5-9 Mix 1- S-9 Mix I X 10 + S-9 Hix I - S-9 rux 

! . 
12500 I I r.ic i1t a ·:.Is·..;e:r-tba:r- I 

' I 

I I l 
25CO I 4,8*** I 5,5*** ' 190 , 2 I 0,53 I 0 , 69 

I s~o 10,3 1 4,3 1· . 19:L ,6 I 1,14 i o,54 

1 o o 5, 3 ; 2 , 8 -~v , -~ j o , 59 ; o: 3 5 

20 6,3 1 3,8 2oo,9 o,7o I o,48 

. I -~) I 
Negat~v~Kontrolle 9 , 0 I s,o ~ 180 , 4 -1 ~.oo I 1,00 

Posit~v-Kc:>!ltrolle 353 5 1140 5 Ll 197 2 '~9 SO* ,. 17 56* 

1 Trypar:lav~n 200 ' -·---~ ' __j ~ ~' --~~-

* re~~agene:r- Ef=ekt 
*** :a a -::~g rc:;.nd·~;ac:<stur.1 0 



/ 

D o s i :J 
in 

u& pro Platte 

12500 

2500 

: 

500 

100 

20 

1 
~egativ~Kontrolle 

I ?osi tiv-Y.ontrolle 
Trypaflavin 200 

Salmonclla/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44 V 20 

an Salmonella typ::inuriun T.;.. 98 Tabelle 4 

... ,-l I 

I I 
Mutan~en I Platte 

I 
Cesan:tkeimzahl HLP Dehnnrllung 

1 Vt/P) pro tnl i M/P Nceativ-Kontrolle 
. .... I 

+ S-9 Mix 1- S-9 Mix 
8 

+ S-9 l1ix j :A 10 - S-9 Mix 
i 

I nic h t a~swertbar I. ·) 

I ; I 
50,5*** 18,0*** 3,; 'j, 3 0,93 0,58 

I I' I 
/. 

2,21a) I 
,. 

I 120,3 28,5 324,0 G,91 
' 

63,3 
I 

21 '5 ~"9 5' 7 I I 16 
I 

0,69 

I I 
42,0 I 26,0 I 280,2 0,77 l 0,83 

I 0' I 
~4,3 I 31, 3 389,9 ~ l 1,00 

J 
1 t co 

I 

1660,5 I 21,5* "~' I 399,9 
--

* matagener Effekt 
*** Backgraui1 C.·~:ac-hstu.rn ( 5 i 

a} siche ~bss~nitt Ergebnisse 

, ~ 3,ft, 59* 

-j 
-, 

• I 
\ .> 

I 0,69 

' 

i 

' 
I 

I 

I 

I 

I 

I 
I 

I 

I 

I 



Salmonella/Xikrosomen-~es ~ ~it D~smod~r 44 V 20 

an Sal~onellc ~Y?~in~r iun !~00 Tabelle 5 

,: 1 . 1t1iede r ho lu!1 <; 

r---- --~- --- -----.---------------

1 D o 5 i 5 1 Mutanten I Platte ! Ge sarntke i raz a h l 

l 
in (M/P) I 

~g pro Platte · I 

• S-9 Mix j- S-9 Ml x ! 
-- _ _ l I ! 

~ ro n:l 

X i 0 8 

. l 
1 1000 l 153,8 1 ______ 1 1 9 1 ,9* k 

,,: 5o o I 1 4 4 • 5 - 1--- I 
I I I 

281, 9 

L 250 I 493,8 I I • ._:.286, 6 

L___ 125 1 455,5 ; 1 234,7 

2 70 ,3 
I 

I N~gativ-Kontrolle 117,3 I 123,0 I i 0 I 

i i Positiv-Kontrolle 374,0 161,0 ! ! Endoxan 4 3 5 I ' 

276 ,4 

~ ~utagene ~ Ef f~ ~t 

, ) 
I 

-<' 

I 
I 
I 
l 
! 
I 
1 
r 

! 
; 

I . 

H/ P Behandlunq 

M/P Negati7-Kon~rolle 

+ S-9 H1x I - S-9 !Hx 

1 , 3 1 I 
I 

1,23 
I 

4,21* 

3,88* 
r 

1,00 1,00 

'f I 
j -..."'"' 3,19* 

1 

1 1 31 
I /p I l 

l 

~· ba%t~~ie~~ox is~ ~er ~ffek t 
---. 
'- -



( 

Salmonella/Mikroso~en-?e st mit Dcsmcdu r ~4 V 20 

an Salmonel la ty ph i ~~ = i um TA 98 Tabelle 6 

1 . ~'l i ecie= : l . .J l U:!S 

I 
D o.s i s Mutanten I Platte Ge sarn t ke i rnz ah l [[ M/P Behandlung 

1
nPl (M/P) o r o ml M/ P Negativ-Kontrolle ug pro atte -

+ S-9 Mix ~- S-9 ~ix ! 10 8 I s 9 .. · ! s 0 M · . 
' I X ' + - l"i l X I - -~ 1X 

I 1000 I 29,5 I 2 47 , 9 I 0,56 I 
i I 1 _ ! i · 

500 34,0 196, I i 0,64 I I , 
' 

2 50 8 1 I 8 I I ;:~ 12 0 3 , 4 i , 54 I -
. I I 

Negat1v~Kontrolle 53 , 0 I 34 , 5 203,9 1,00 I 1,00 

Positiv-K<:>ntrolle 803 8 I 9 O*** I 158,3 , / _1 15, 17* I 0,26 I 
Trypaflav1n 200 ' ' l I 

A.' 
' * mutagener Effe~t 

*** Backgroundwachstum (5) 
-P 

-<7 
C· 



Sali!'.onella/Mikrosonen-Test mi.~ Des:r.odLlr 44 V 20 

<9 
an Salmonella ~y :_:.hi!:!CJ.rj_ un '";A i 00 Tabelle 7 

r 2. Wiederholu~a (pu r ohne Losun gsn ittel) .... 
' ,p ! ! 

D o s 1 a Mutanten / Platte I Ge 3ar:Jt~~ eimz ahl ,, N/P Behan•llung 

1 

JJl pr~nPlatte -1 (pfP) pi"o ml 
1 

H/P Negativ-Kontrolle 

+ S-9 Mix j- S-9 Mix i x 10
6 I + S-9 Mix I - S- ' Mix 

i 32 78, 5 *** I 6' I sch•acr, toxisch I 0, 66 j 

I I -<{ I ! 
I 16 

1 
117,5*** I J- $ ;ch· • .-ach tox i sch I 0,99a I 

I 8 I 170,3 I I unt_;;xisch 1,43 l I 
~Jegati·,~Kontrolle I 119, o I 107, o CJ.ntowc!-1 1 'oo I 1 'oo 

I I 
~o~itiv-K4o3n5trolle 293,0 I 115,0 untoxisch 2, 46 * j 1, 07 
r.nc.oxa:1 

i I ~ <9 1 
a) I 

a 197,s I .5 29,2 -1 1,34 I 

4 173,s I 347,1 f:' ~,,a I 
i I I I I 
j 2 171,3 I l 3 33 ,3 i 1,1"1 0 I 

1 

r >; egati'!;~ontrolle I 147,5 I 127,5 i 27 0 ,1 I 1,00 I 1,00 I 
Pos itiv-Ko~trolle 
E:-,d o xan 4 3 5 285,0 140,5 ! 26J ,2 

----J-------·-.-

' 
1 , 9 3 * 1 , 1 0 I 

J 



Salrr,onella/Mikrosor::e.:-.-Test. !:!it Cesm·.:>dt:r 44 V 20 

& 
a~ Salreone lla ~yphimuriun TA 98 Tabelle 8 

-1 
)- 2. i\.:.2ce=-hc:.ung 

[u _o_:i~~~-:L I <'~ I I 

~anten I Platte I Gesaiit~ke imza!-11 I r1LP Dehandlung I 
--</ (M/P) • pro r.l j M/? ~cgativ-Kcntrolle 

Q I 
I 

I 8 
·9 Mix 1- S-9 Mix t X 10 + S-9 Hix I - 3-9 Hix . i 

I l I iOOCi 47,8 
a 

14, 9 0,9') 

I -1 
I 

I 
SGO . 47,8 I I 

13,5 0.99 
I "' 

I 
~ 1 250 68,0 I I f> i -L 1 1,40 I I ' I 

I 

I "! I 
i25 57,0 

' 
i~ 1 , 18 i 

i 

I I I 62,5 53,0 16,4 1 , 09 I I i 

[ Negativ-Kontrolle I . a I 
0 

48,5 
I 

8,8 17,9 
-1 

1,00 
I 1 '00 
I 

' 
Positi~-Kontrolle _1_ 962,0 

I 
5,0 15,6 ~9, 84 * I 0,57 

Trypc.flavin 200 I 
l f> I ----------- ----

* ~utagener Effekt -1 
0 
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